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gr1   receptor de glucocorticoide 1 
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pepck   fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 
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1.- Resumen 
 
La acuicultura Chilena ha tenido un gran crecimiento en su producción en los últimos años 
siendo los salmónidos la principal especie cultivable. A pesar del fuerte crecimiento de esta 
industria este no ha sido completamente regular debido al surgimiento de brotes infecciosos 
y otros problemas asociados al estrés. El estrés es una condición en la cual el equilibrio 
interno del animal u homeostasis se ve perturbado por estímulos bióticos o abióticos 
denominados estresores. La respuesta fisiológica al estrés se atribuye principalmente al rol 
de las hormonas glucocorticoides, siendo el cortisol el principal glucocorticoide secretado en 
peces. El mecanismo de acción de cortisol se atribuye a su interacción con su receptor de 
glucocorticoides (GR) y mineralocorticoides (MR) junto a la posterior modulación de genes 
blancos por parte del complejo hormona-receptor. Este mecanismo se conoce cómo vía 
genómica o clásica de acción. Además, en el último tiempo se han descrito efectos de cortisol 
iniciados en la superficie celular conocido como vía no canónica del cortisol. Esta vía ha sido 
poco estudiada y hasta ahora su impacto sobre la regulación de la expresión de los receptores 
de corticosteroides y genes de respuesta a estrés no hay sido determinada. Por lo tanto, en 
este trabajo evaluamos los niveles de transcritos de gr1, gr2 y mr, y de genes relacionados 
con el metabolismo de carbohidratos como gk, g6pasa y pepck en músculo esquelético e 
hígado de trucha arcoíris inyectadas exógenamente con cortisol y cortisol-BSA. Este último 
corresponde a un análogo de cortisol impermeable a la membrana plasmática e inductor 
exclusivo de efectos no genómicos iniciados en la superficie celular. Para este propósito, se 
caracterizó la secuencia de 2 genes involucrados en glicolisis y gluconeogénesis como gk y 
g6pasa a partir del transcriptoma disponible de músculo esquelético de trucha arcoíris 
realizado por mi grupo de laboratorio y evaluamos la expresión de los receptores de 
corticosteroide y los genes relacionados con el metabolismo de la glucosa en el músculo 
esqueléticos e hígado de peces administrados con cortisol y cortisol-BSA. Se encontró una 
expresión diferencial de los transcritos de estos receptores y de los genes gk, g6pasa y pepck, 
lo que sugiere una contribución de la vía no genómica de cortisol en su regulación.  
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2.- Introducción 
 
2.1.- Acuicultura en Chile 
 
La acuicultura nacional ha tenido un gran crecimiento en su producción en los últimos 
años. A nivel mundial, Chile produce el 1,6% del total de peces de piscicultura alimentaria 
(FAO 2016). Dentro del sector acuícola, Chile ocupa el segundo lugar con el 31% de 
producción de salmónidos a nivel mundial (FAO, 2014). A pesar del fuerte crecimiento de 
la industria acuícola en Chile, ésta se ha visto afectado por el surgimiento de diferentes brotes 
infecciosos y otros problemas inherentes a la acuicultura (ej.: altas densidades de cultivo) lo 
que ha impactado negativamente su desarrollo (FAO 2016). 
En los últimos 30 años, en Chile se ha generado un crecimiento importante de las 
actividades acuícolas, ubicando a la acuicultura como el tercer sector productivo en generar 
las mayores ganancias.(Fundación Chile 2016). 
Las principales especies exportadas son el Salmón Atlántico (Salmo salar), Salmón del 
Pacífico (Oncorhynchus kisutch) y Trucha Arcoíris (Oncorhynchus mykiss). Actualmente el 
país posee como desafío generar sustentabilidad económica y social, además de proteger el 
medio ambiente (Salmón Chile, 2018). 
 
2.2.- Estrés, corticosteroides y su mecanismo de acción 
 
Dentro de los factores críticos que desencadenan la mortalidad de los peces en cultivo se 
encuentra el estrés (Wendelaar, 1997). El estrés es una condición en la cual el equilibrio 
interno del animal u homeostasis se ve perturbado por estímulos bióticos o abióticos 
denominados estresores (Mommsen et al., 1999). Frente a una condición de estrés, el 
organismo genera una serie de respuestas fisiológicas con valor adaptativo que le permiten 
al animal recuperar su homeostasis. Sin embargo, si la situación de estrés permanece 
constante la respuesta fisiológica puede perder su valor adaptativo y comprometer el normal 
desarrollo del animal. (Mommsen et al., 1999). 
 
 
	 9	
La respuesta fisiológica al estrés se atribuye principalmente al rol de las hormonas 
glucocorticoides, siendo el cortisol el principal glucocorticoide secretado en peces (Das et 
al., 2018). Cuando el organismo percibe un estímulo como estresor, se activan los núcleos 
hipotalámicos provocando la liberación del factor liberador de corticoesteroides (CRF) el 
cual interacciona con su receptor ubicado en la adenohipófisis. Esta acción promueve la 
liberación de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) la cual finalmente estimula la secreción 
de cortisol desde el riñón cefálico (López-Patiño et al., 2014). El aumento de los niveles de 
cortisol plasmático ha sido ampliamente utilizado como marcador de estrés en peces, ya que 
usualmente entrega una buena relación de la severidad y duración de esta respuesta. (López-
Patiño et al, 2014). 
La respuesta al estrés se desarrolla en tres etapas: Respuesta primaria. Consiste en la 
activación de los núcleos cerebrales, células adenohipofisarias, tejido interrenal y cromafín, 
con un incremento en los niveles de catecolaminas y corticosteroides adrenales en plasma. 
(Barandica & Tort, 2008) 
Respuesta secundaria. Considerada como las modificaciones fisiológicas originadas por 
las catecolaminas y corticosteroides: aumento del consumo de oxígeno, actividad cardiaca, 
hiperglucemia, perturbaciones del equilibrio hidromineral, etc. (Barandica & Tort, 2015). 
Respuesta terciaria. Se extienden al nivel de organismo y la población: inhibición del 
crecimiento, problemas en la reproducción, perturbación del sistema inmune y disminución 
de la tolerancia a nuevas situaciones de estrés. (Arends et al., 1999; Mommsen et al., 1999; 
Moon et al., 1999). Los procesos involucrados en los sistemas de coordinación de las 
respuestas fisiológicas y del comportamiento, pueden ser compensadas y/o adaptadas 
permitiendo al animal superar la amenaza. Sin embargo, en algunas ocasiones la respuesta al 
estrés puede perder su valor adaptativo, pudiendo afectar la inhibición del crecimiento, 
características reproductivas e inmunosupresión (Wendelaar, 1997; Weyts, et al. 1998). 
El mecanismo de acción de cortisol se atribuye a su interacción con su receptor de 
glucocorticoides (GR) y la posterior modulación de genes blancos por parte del complejo 
cortisol-GR (Espinoza et al, 2016). Su respuesta es mediada por los receptores de 
glucocorticoides (GR) que se localizan predominantemente en el citoplasma en estado 
inactivo formando un complejo con proteínas chaperonas como hsp90 y hsp70, o co-
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chaperonas como HOP y otras proteínas involucradas en su conformación (Tissing et al., 
2005). 
Este receptor al disociarse del complejo de proteínas chaperonas se une a su ligando y se 
transloca al núcleo de forma activa, induciendo o reprimiendo la transcripción de genes. 
(Kumar & Calhoun, 2008). Este mecanismo se conoce cómo vía genómica o clásica de 
acción. En peces, se ha descrito que cortisol ejerce la función de glucocorticoide y 
mineralocorticoides, debido a que estos organismos carecen de aldosterona sintetasa, enzima 
clave en la síntesis de aldosterona (hormona mineralocorticoides en mamíferos)(Teles et al., 
2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Mecanismos de acción de cortisol y GR. 1) GR unido al complejo 
multiproteico; 2) GR es ocupado por el cortisol y libera proteínas chaperonas; 
3) dimerización de GR; 4) trans-activación; 5) cis-represión; 6) trans-represión. 
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Es importante destacar que la mayoría de los peces expresan dos GR (GR1 y GR2) debido 
probablemente al evento de duplicación de genoma que sufrieron los teleósteos hace 350 
millones de años (Bury et al., 2003).  Se ha propuesto que GR1 y GR2 estarían implicados 
en contextos fisiológicos diferentes debido a que presentan distintas afinidades por cortisol 
(Espinoza et al., 2016) y distintos patrones de expresión bajo un mismo estresor (Bury et 
al., 2003). En el caso particular de trucha arcoíris, se determinó que la administración 
prolongada de cortisol promueve una expresión diferencial de gr1, gr2 y mr respecto al 
tiempo de exposición a cortisol y el tejido evaluado (Teles et al., 2013). Estos resultados 
sustentan la idea de que los GR y MR presentarían diferentes roles durante la respuesta al 
estrés en peces. 
 
2.3.- El cortisol y su función en el hígado y músculo esquelético 
 
Cortisol regula diversas funciones fisiológicas, entre ellas: el metabolismo de lípidos, 
proteínas y carbohidratos, el intercambio osmótico y cambios en el sistema inmunológico 
(Barandica & Tort, 2008)  
Cortisol ejerce sus efectos virtualmente en la totalidad de los tejidos (Teles et al., 2013), 
sin embargo, su rol clave durante la respuesta metabólica compensatoria bajo una condición 
de estrés es llevada a cabo principalmente en el tejido hepático y en el músculo esquelético 
(Dindia et al., 2013). En teleósteos, el hígado es el órgano central en el metabolismo y es 
considerado un participante clave en la adaptación al estrés (Sathiyaa & Vijayan, 2003). En 
particular, cortisol tiene un papel fundamental en la producción de glucosa mediante la 
inducción de la gluconeogénesis hepática. Esta glucosa es utilizada como combustible 
inmediato para órganos vitales durante una condición de estrés (Sathiyaa & Vijayan, 2003).  
Por otra parte, el músculo esquelético representa el principal blanco de acción de 
glucocorticoides en donde éstos ejercen una acción catabólica promoviendo la degradación 
de proteínas en un proceso denominado atrofia muscular. Finalmente, los aminoácidos 
generados son movilizados al hígado y utilizados como sustratos en la gluconeogénesis (Kuo 
et al., 2013). 
Diversos estudios han evaluado la dinámica de expresión de los GR y MR en el músculo 
e hígado de peces sometidos a diferentes estresores (Sathiyaa & Vijayan, 2003; Kuo et al., 
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2013). Adicionalmente, estrategias de administración exógena de cortisol en especies como 
la trucha arcoíris y la dorada han permitido determinar el rol directo de esta hormona sobre 
la regulación de la expresión de GR y MR principalmente en tejido hepático (Sathiyaa & 
Vijayan, 2003). Finalmente, trabajos in vivo e in vitro han determinado un impacto directo 
de cortisol sobre la autorregulación de GR en miotubos de trucha arcoíris, lo que sería parte 
de una estrategia general de adaptación frente al estrés en este tejido (Espinoza et al., 2016). 
Existen diversos genes de respuesta a cortisol, tanto en hígado como en músculo 
esquelético, que poseen sitio GRE en su promotor, y se ven claramente afectados  en 
presencia de estrés (Mommsen et al.,  1999). Estos genes son primordiales para la obtención 
de energía mediante la regulación del metabolismo de carbohidratos, entre ellos se 
encuentran participantes clave de la gluconeogénesis como la glucosa 6 fosfatasa (g6pasa) y 
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (pepck), además de participantes de la glucólisis como la 
glucoquinasa (gk) (Hanson & Reshef, 1997) 
2.4.- Vía no genómica del cortisol 
 
Además de la vía clásica de acción de cortisol, recientemente se han descrito efectos 
rápidos de cortisol (segundos a minutos), independiente de la transcripción y traducción, 
iniciadas en la superficie celular (Das et al., 2018). Los sitios de unión a la membrana para 
los glucocorticoides se han reportado en vertebrados, en diferentes tejidos, incluyendo 
linfocitos de ratón (Gametchu, 1987), hígado de pollo (Trueba et al., 1987), pituitaria de 
roedor (Koch et al., 1977) y cerebro de anfibios (Orchinik et al., 1991). Sin embargo, sólo 
un único estudio ha informado de la unión del cortisol a las membranas en peces, en particular 
en tejidos de la tilapia de Mozambique (Oreochromis mossambicus) (Johnstone et al., 2013). 
Actualmente, Vijayan et al  (2018) han propuesto cuatro hipótesis respecto a cómo 
funcionaría la vía no clásica del cortisol (Figura 2) 
La primera hipótesis se basa en la alteración de las propiedades biofísicas de la membrana 
plasmática, debido a que cortisol  conducen a la activación de las vías de señalización 
intracelular (Dindia et al., 2012). La segunda hipótesis implica la activación de nuevos 
receptores de membrana en la superficie celular, independientes de GR, los cuales podrían 
estar iniciando una cascada de señalización rio abajo, al igual como se muestra en mamíferos 
con la aldosterona y MR (Lösel, 2002). Una tercera hipótesis se basa en la posibilidad de que 
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la modulación de los receptores intracelulares o la translocación de estos receptores a la 
membrana plasmática pueden conducir a la activación de la señalización rápida (Groeneweg 
et al., 2011; Lösel & Wehling, 2003). Finalmente, la cuarta hipótesis se basa en el modo 
rápido de acción del cortisol lo que implica alterar los niveles intracelulares de Ca+2 en células 
mediante la modulación de los canales de Ca+2 unidos a la membrana plasmática, 
independientemente del (los) receptor (es) de membrana (Beato & Klug, 2000). Un aumento 
en los niveles de Ca+2 intracelular parece ser un segundo mensajero clave para la rápida 
respuesta de glucocorticoides en modelos de vertebrados (Beato & Klug, 2000; Karst et al., 
2002), pero esto está lejos de ser claro en peces (Hyde et al., 2004). 
 
 
Figura 2. Modelo propuesto de la acción no genómica del cortisol (Das et al., 2018) 
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Recientemente, nuestro grupo de investigación determinó que los efectos de cortisol 
iniciados en la superficie celular están implicados en la regulación de la expresión de la 
proteína coactivadora 1a del receptor activado por el proliferador de peroxisomas, pgc1a, 
que es un coactivador transcripcional y un importante regulador del metabolismo energético; 
Participa en muchos aspectos del metabolismo oxidativo, como las adaptaciones 
mitocondriales, la oxidación B de ácidos grasos, el transporte de glucosa y la fosforilación 
oxidativa (Espinoza et al., 2016).  
Estos resultados sugieren que la vía no canónica de cortisol podría estar modulando la 
respuesta  temprana al estrés. Sin embargo, la implicancia de esta vía de cortisol sobre la 
regulación de la expresión de receptores de corticoesteroides y sus genes blanco asociados a 
procesos metabólicos fundamentales como el metabolismo de carbohidratos no se ha 
determinado. Por lo tanto, en este trabajo propusimos evaluar los niveles de transcrito de los 
receptores de corticosteroides (gr1, gr2 y mr) y genes blanco involucrados en la 
gluconeogénesis (g6pasa y pepck) y glucólisis (gk) en el músculo esquelético e hígado de 
trucha arcoíris administradas intraperitonealmente cortisol y cortisol-BSA. Cortisol-BSA 
corresponde a una versión de cortisol impermeable a la membrana plasmática e inductor de 
efectos iniciados en la superficie celular. Por lo tanto, su uso nos permite discriminar 
exclusivamente efectos de cortisol mediados por su vía no canónica de acción. 
 
 
 
 
 
 
 
	
	
	
	
	
	 15	
3.- Hipótesis 
 
La vía no canónica de cortisol modula los niveles de transcrito de los receptores de 
corticosteroides y genes metabólicos de respuesta a estrés en músculo esquelético e hígado 
de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). 
 
 
4.- Objetivos 
 
4.1.- Objetivo general 
 
Evaluar los niveles de transcrito de los receptores de corticosteroides y genes metabólicos 
de respuesta a estrés en el músculo esquelético e hígado de trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss) administradas exógenamente con cortisol y cortisol-BSA. 
 
 
4.2.- Objetivos específicos 
 
1) Caracterización de las secuencias de los receptores de corticosteroides y genes 
metabólicos de respuesta a estrés en hígado y músculo esquelético de trucha arcoíris 
(Oncorhynchus mykiss) para diseño de partidores. 
 
2) Analizar por RT-qPCR la expresión los receptores de corticosteroides y genes blancos 
en hígado y músculo esquelético de trucha arcoíris (Oncorhynchuss mykiss) inyectadas con 
cortisol y cortisol-BSA intraperitonealmente. 
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5.- Materiales y Métodos 
 
5.1.- Diseño experimental y muestreo  
El diseño experimental consistió en un ensayo in vivo en el que 70 truchas arcoíris 
juveniles (16,2 g ± 1,9 g) que fueron obtenidos de la piscicultura de Rio Blanco (V región, 
Chile). Los peces fueron mantenidos bajo condiciones de temperatura (14°C ± 1°C), 
fotoperiodo (12 h luz – 12 h oscuridad) y alimentados diariamente con pellet comercial. El 
total de ejemplares fueron divididos aleatoriamente en 12 estanques (n=6) y anestesiados con 
benzocaína (10 mg/L) en un estanque de 10 L. Se inyectó intraperitonealmente metirapona 
(1 mg/K  peso total) para inhibir la secreción de cortisol endógeno. Luego de 1 hora, al grupo 
1 se inyectó intraperitonealmente cortisol (10 mg/k), grupo 2 cortisol-BSA (10 mg/k), grupo 
3 BSA (0,3 mg/k) y el grupo 4 con vehículo (DMSO, PBS 1%, NP 40 0.05%), utilizando 
aproximadamente 100 µl de volumen final de inyección. Se dejó bajo tratamiento 1, 3 y 9 
horas. Finalmente, el total de individuos fueron sacrificados y se extrajo músculo esquelético 
e hígado. 
 
5.2.- Caracterización de secuencias 
A partir del transcriptoma de músculo esquelético de trucha arcoíris disponible en el 
laboratorio, se identificaron las secuencias putativas de genes involucrados en el 
metabolismo de carbohidratos mediante BLASTx, utilizando un e-value < 1x10-6. A partir 
de la secuencia nucleotídica de cada gen metabólico, se tradujo a secuencia aminoacídica 
para realizar un BLASTp con el fin de identificar cuál de los marcos de lectura podría dar 
origen a un gen metabólico y descartar falsos positivos. 
A continuación se caracterizaron los dominios totales de los genes metabólicos y se 
identificaron secuencias candidatas que presentaron mayor cobertura e identidad en cada 
especie y estas fueron utilizadas para realizar partidores. 
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5.3.- Extracción de RNA y síntesis de cDNA 	
Se tomó 0,1 gramos de tejido (hígado y músculo esquelético) y se homogenizó en hielo 
con 1 mL de Trizol®, luego se traspasó a tubos eppendorf de 1,5 mL y se adicionó 200 µL 
de cloroformo y se incubó a temperatura ambiente por 10 minutos. El RNA se precipitó con 
500 µL de isopropanol 100% y se incubó a temperatura ambiente por 10 minutos. El 
precipitado se recuperó por centrifugación a 12.000 x g durante 10 minutos a 4°C. 
Posteriormente se lavó con 1 mL de etanol 75% y se centrifugó a 4°C durante 5 minutos a 
7.500 x g (4 veces con el fin de evitar contaminación). Finalmente, el pellet se secó a 
temperatura ambiente durante 2 minutos y se resuspendió  en 30 µL de agua libre de nucleasas 
y se almacenó a -80°C. 
El RNA se cuantificó usando NanoDrop mediante el espectrofotómetro Epoch multi-
volumen (BioTek, Winooski, VT, EE.UU.). Sólo los RNAs altamente puros con una relación 
A260/280 entre 1,9 y 2,1 se utilizaron  para la síntesis de cDNA. Posteriormente se evaluó la 
integridad del RNA mediante geles de formaldehido/agarosa al 1,2%, migrando los RNA por 
30 min a 70 V. Para la transcripción reversa, se utilizó el kit QuantiTect® Reverse 
Transcription (Qiagen, Austin, TX, EE.UU). Primeramente, el RNA se trató con el tampón 
DNA-wipeout para la eliminación del DNA genómico y la síntesis de cDNA se realizó con 
800 ng de RNA siguiendo las recomendaciones del fabricante.  
 
5.4.- Diseño y evaluación de partidores  
Para poder realizar el qPCR de los genes de interés, se diseñaron partidores específicos 
para cada uno de ellos. Se diseñaron partidores de alta calidad basándose en las secuencias 
previamente obtenidas en la línea de investigación del laboratorio, mediante el uso de los 
programas Amplifx (http://ifrjr.nord.univmrs.fr/AmplifX-Home-page) y Primer 3 
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Una vez generados, se validaron mediante el programa 
NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/com/netprimer/) para descartar estructuras 
secundarias.  
Con el propósito de evaluar la especificidad de los partidores, se realizó primero una curva 
de disociación. La curva consistió un pool de cDNA, el cual contenía 2 µL de cada una de 
las muestras extraídas que se amplificaron en una reacción única. Esto nos permitió 
identificar la temperatura de alineamiento (TM) del amplificado y descartar productos 
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inespecíficos. La mezcla de la reacción correspondería a 7,5 µL de Brilliant® SYBR® Green 
qPCR Master Mix (Stratagene, USA), 1,5 µL de mix de partidores (5 µM), 0,2 µL de ROX 
y 6 µL de pool de cDNA (dilución 1/40). Esto se realizó en un equipo Mx3000p® qPCR 
System (Stratagene, USA) usando el siguiente programa de amplificación: denaturación 
inicial de 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de denaturación 30 s a 95°C, 
alineamiento 30 s a temperatura según el gen y 30 s a 72°C de extensión.  
Luego, se desarrolló una curva estándar para determinar las eficiencias de cada gen 
mediante 8 diluciones seriadas del pool de cDNA. La reacción y el programa de qPCR se 
ejecutó como se mencionó anteriormente. Por último, se determinó los valores de Ct para 
cada gen, que fueron procesados en el programa Q-Gene (Muller et al. 2002). Como gen de 
referencia, se utilizó el gen b-actina para hígado y fau para músculo esquelético. 
 
5.5.- PCR en tiempo real  
Finalmente, la expresión génica se cuantificó por qPCR en una reacción que contenía 7,5 
µL de Brilliant® SYBR® Green qPCR Master Mix (Stratagene, USA), 1,5 µL de mix de 
partidores (5 µM), 0,2 µL de ROX y 6 µL de cDNA (dilución 1/40) para cada muestra. Las 
reacciones se realizaron por triplicado técnico para cada una de las muestras. La 
amplificación se llevó a cabo en el mismo equipo, usando un programa de amplificación que 
consta de las siguientes etapas: 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 30 seg a 
95°C, 30 s a temperatura variable según cada gen y 30 s a 72°C. Adicionalmente, se incluyó 
dos controles negativos: el primero un control sin templado (NTC), el cual permitió descartar 
la amplificación de cualquier contaminante en las muestras, y el segundo un control sin 
transcriptasa reversa (-RT), correspondiente a cDNA que fue sintetizado en ausencia de la 
enzima, lo que permitió descartar la amplificación de DNA genómico contaminante. 
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Tabla 1. Partidores utilizados en esta tesis. Lista de genes con sus respectivos partidores 
diseñados, producto amplificado en pb, temperatura de alineamiento (Tm) y su eficiencia 
Gen Partidores Secuencia 5`-3` Tamaño 
(pb) 
Tm 
(ºC) 
eficiencia 
gr1 Sentido CGCAGCAGAACCAACAGTTG 107 58 101,2% 
 Anti-sentido ATGAGGGCGTCCAAGTACAGA    
gr2 Sentido TCCAGCAGCTATGCCAGTTCT 168 58 99,7% 
 Anti-sentido TTGCCCTGGGTTGTACATGA    
mr Sentido GGCAGGGTTTGAGGAGATGA 123 63 102,6% 
 Anti-sentido CATGGCGTCCAGTAGCTTGG    
g6pasa Sentido TTCATCTTCTTCCCCCTCTG 137 55 104,8% 
 Anti-sentido TGAGCCAGTCTCCGATCACT    
gk Sentido CCACATCAAACACAGGAAGC 184 55 95,7% 
 Anti-sentido GTCCATCTCAAAGTCCCCTCT    
pepck Sentido ATGGTGTCCCTCTGGTTCT 282 60 101,5% 
 Anti-sentido GAGTCCGCTCACATCCTA    
fau Sentido CATTTAGGAGTTGGCGTTGG 134 60 100% 
 Anti-sentido CCAAGGTTGAAAAGCAGGAG    
b-actina Sentido GCCGGCCGCGACCTCACAGACTAC 100 65 103,6% 
 Anti-sentido GGCCGTGGTGGTGAAGCTGTAAC    
 
5.6.- Análisis estadístico  
Los datos se expresaron como la media ± SEM. El análisis estadístico de los datos se 
realizó aplicando un ANOVA de una vía, seguido por un análisis a posteriori de Dunnett, 
para ver la diferencia entre los grupos. La probabilidad considerada fue de un valor de 
probabilidad significativa de p<0,05, p<0,01 y p<0,001. Los análisis estadísticos y gráficos  
fueron realizados en el software Prism 6.0 (GraphPad Software, CA, USA). 
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6.- Resultados 
 
6.1.- Caracterización de las secuencias de genes metabólicos de trucha arcoíris. 
 
Hasta la fecha, el efecto que tiene la vía no canónica del cortisol sobre la expresión de 
genes metabólicos en musculo esquelético e hígado en trucha arcoíris está muy poco 
estudiada. Gracias al transcriptoma realizado por mi grupo de laboratorio fue posible 
identificar un gran variedad de genes relacionado con el metabolismo de carbohidratos  
diferencialmente expresados bajo estímulos de cortisol y cortisol-BSA. 
Una vez seleccionado los genes candidatos a partir del análisis, se diseñaron partidores 
(sentido y anti-sentido) a partir de las secuencias seleccionadas para los genes gk y g6pasa. 
Los partidores de los receptores de corticosteroides, se obtuvieron desde paper de Teles 
et al, 2013, (gr1: F: 5´	 CGCAGCAGAACCAACAGTTG 3´, R: 5´	
ATGAGGGCGTCCAAGTACAGA 3´, gr2: F: 5´ TCCAGCAGCTATGCCAGTTCT 3´, R: 
5´	TTGCCCTGGGTTGTACATGA 3´, mr: F: 5´	GGCAGGGTTTGAGGAGATGA 3´, R: 
5´	CATGGCGTCCAGTAGCTTGG 3´) en donde se probaron, generando una curva melting 
y amplifico producto único tanto en músculo esquelético e hígado de trucha arcoíris. 
Los partidores del gen pepck y los genes normalizadores como fau y b-actina se 
encontraban disponibles en el laboratorio. 
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Figura 3.- Dominios putativos conservados del gen gk. De color verde indica los 
dominios conservados de gk y de color negro, el largo de la secuencia nucleotídica 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.- Dominios putativos conservados del gen g6pasa. De color amarillo indica 
los dominios conservados de g6pasa  y de color negro, el largo de la secuencia nucleotídica 
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6.2.- Análisis de los receptores de corticosteroides en hígado y músculo esquelético. 
 
Con el objetivo de analizar el impacto de la vía canónica y no canónica de cortisol sobre 
la expresión diferencial de los receptores de corticoesteroides, se evaluaron los niveles de 
transcrito de gr1, gr2 y mr en músculo esquelético e hígado de trucha arcoíris sometidos al 
ensayo in vivo de administración exógena de cortisol. 
Los peces tratados con cortisol no mostró cambios significativos en los niveles de 
transcrito en ninguno de los tiempos de tratamiento (Fig 5). De igual manera, los peces 
tratados con cortisol-BSA no muestran cambios significativos, pero se puede observar una 
tendencia al aumento respecto al control a las 3 horas de tratamiento (Fig. 5B). 
Por otra parte gr2, no mostro cambios significativos en los peces tratados con cortisol a 
ninguno de los tiempos de tratamiento (Fig. 6), pero se puede observar una tendencia a la 
disminución en los niveles de transcrito a las 3 horas de tratamiento (Fig. 6B). Así mismo, 
los peces tratados con cortisol-BSA, no se observa un aumento en los niveles de transcrito, 
pero se puede ver una tendencia al aumento a las 3 y 9 horas (Fig. 6B, 6C) 
Cuando se evaluó los niveles de transcrito de mr en el músculo esquelético de trucha 
arcoíris, se observaron cambios significativos en los grupos cortisol, cortisol-BSA y BSA 
(Fig. 7A), pero esta variación disminuyó en horas posteriores. 
Posteriormente se evaluaron los transcritos de estos receptores en el hígado de trucha 
arcoíris, ya que es uno de los principales órganos afectados frente al estrés. 
En los tratamientos con cortisol, no se observaron cambios significativos en ninguno de 
los tiempos de exposición (Fig. 8), pero se observa una tendencia a la disminución de este 
transcrito entre 1 hora y 3 horas post-tratamiento. (Fig. 8A, 8B). 
A continuación, gr2, no se observó diferencias significativas bajo el tratamiento de 
cortisol (Fig. 9), de igual manera ocurrió con el tratamiento de cortisol-BSA, pero con este 
tratamiento se observa una tendencia a la disminución con el paso de los tiempos (Fig. 9). 
En el caso de mr, se observó una variación significativa respecto al control (Vehículo) a 
la 1 hora de tratamiento, con una disminución de 0,6 veces en el grupo cortisol, y mayor 
diferencia se encuentra en los grupos tratados con cortisol-BSA y BSA con más de 100 veces 
(Fig. 9A). 
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Figura 5.- Expresión de gr1 a distintas horas en musculo esquelético de trucha 
arcoíris mediante qPCR. 
A) Expresion relativa de gr1 a 1 hora. B) Expresion relativa de gr1 a 3 horas. C) Expresion 
relativa de gr1 a 9 horas. Los resultados están normalizados respecto al gen de referencia fau 
y los resultados fueron expresados como el promedio ± SEM (n=6). Con un análisis 
estadístico ANOVA de una vía y un posterior test de Dunnett (** p < 0.01). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
		 	 	 	 	 	 	 	 	 		
Figura 6.- Expresión de gr2 a distintas horas en músculo esquelético de trucha 
arcoíris mediante qPCR. 
A) Expresion relativa de gr2 a 1 hora. B) Expresion relativa de gr2 a 3 horas. C) Expresion 
relativa de gr2 a 9 horas. Los resultados están normalizados respecto al gen de referencia fau 
y los resultados fueron expresados como el promedio ± SEM (n=6). Con un análisis 
estadístico ANOVA de una vía y un posterior test de Dunnett (* p < 0.05). 
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Figura 7.- Expresión de mr a distintas horas en músculo esquelético de trucha 
arcoíris mediante qPCR. 
A) Expresion relativa de mr a 1 hora. B) Expresion relativa de mr a 3 horas. C) Expresion 
relativa de mr a 9 horas. Los resultados están normalizados respecto al gen de referencia fau 
y los resultados fueron expresados como el promedio ± SEM (n=6). Con un análisis 
estadístico ANOVA de una vía y un posterior test de Dunnett (* p < 0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8.- Expresión de gr1 a distintas horas en hígado de trucha arcoíris mediante 
qPCR. 
A) Expresion relativa de gr1 a 1 hora. B) Expresion relativa de gr1 a 3 horas. C) Expresion 
relativa de gr1 a 9 horas. Los resultados están normalizados respecto al gen de referencia b-
actina y los resultados fueron expresados como el promedio ± SEM (n=6) y un posterior test 
de Dunnett. 
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Figura 9.- Expresión de gr2 a distintas horas en hígado de trucha arcoíris mediante 
qPCR. 
A) Expresion relativa de gr2 a 1 hora. B) Expresion relativa de gr2 a 3 horas. C) Expresion 
relativa de gr2 a 9 horas. Los resultados están normalizados respecto al gen de referencia b-
actina y los resultados fueron expresados como el promedio ± SEM (n=6) y un posterior test 
de Dunnett. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
			
Figura 10.- Expresión de mr a distintas horas en hígado de trucha arcoíris mediante 
qPCR. 
A) Expresion relativa de mr a 1 hora. B) Expresion relativa de mr a 3 horas. C) Expresion 
relativa de mr a 9 horas. Los resultados están normalizados respecto al gen de referencia b-
actina y los resultados fueron expresados como el promedio ± SEM (n=6). Con un análisis 
estadístico ANOVA de una vía y un posterior test de Dunnett (** p < 0.01, ***p < 0.001). 
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6.3.- Análisis de los niveles de transcrito de genes involucrados en glicolisis y 
gluconeogénesis en músculo esquelético e hígado de trucha arcoíris. 
 
Con el objetivo de evaluar el efecto que tiene la vía no canónica del cortisol sobre genes 
involucrados en la vía de glicolisis/gluconeogénesis, se evaluaron los niveles de mRNA de 
glucoquinasa (gk), enzima clave para el inicio de la glicolisis, glucosa 6 fosfatasa (g6pasa), 
enzima final en el proceso de gluconeogénesis, ya que transforma la glucosa 6 fosfato en 
glucosa y finalmente la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (pepck), enzima que se ha visto 
afectada tanto a nivel de transcrito como de proteína en presencia de un estrés agudo. 
Los niveles de transcrito de gk no mostraron cambios significativos en el musculo 
esquelético, con respecto al control en ninguno de los tratamientos aplicados ni en los 
distintos tiempos (Fig. 11). Sin embargo en el hígado si se observaron cambios en los niveles 
de transcrito a la 1 y 9 hora(s) de tratamiento en el grupo cortisol (Fig. 12A) y una 
disminución en el grupo tratado con cortisol-BSA (Fig. 12C). 
Por otra parte, g6pasa, se observó una disminución significativa en los niveles de 
transcrito respecto al control, a la 1 hora de tratamiento, en los grupos cortisol, cortisol-BSA 
y BSA en el músculo esquelético (Fig. 13A). Sin embargo en el hígado, se observó un alza 
en el nivel de transcrito a la 1 hora de tratamiento en el grupo tratados con cortisol (Fig. 14A). 
Mientras que, el grupo tratado BSA (Fig. 14) se observó una disminución de este transcrito 
a las 9 horas post tratamiento.  
Finalmente, se evaluó los niveles de transcrito de la enzima pepck en el musculo 
esquelético, en donde el grupo tratado con cortisol no se observó una variación significativa 
pero se ve una tendencia al aumento a medida que transcurre el tiempo (Fig. 15). En cuanto 
al hígado, se observó una disminución significativa respecto al control a las 9 horas de 
tratamiento con cortisol. (Fig. 16C). 
En cuanto a cortisol-BSA no se observan variaciones en ninguno de los tiempos y tampoco 
en el tipo de órgano evaluado. 
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Figura 11.- Expresión de gk a distintas horas en músculo esquelético de trucha 
arcoíris mediante qPCR. 
A) Expresión relativa de gk a 1 hora. B) Expresión relativa de gk a 3 horas. C) Expresión 
relativa de gk a 9 horas. Los resultados están normalizados respecto al gen de referencia fau 
y los resultados fueron expresados como el promedio ± SEM (n=6) y un posterior test de 
Dunnett.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
		 
Figura 12.- Expresión de gk a distintas horas en hígado de trucha arcoíris mediante 
qPCR. 
A) Expresión relativa de gk a 1 hora. B) Expresión relativa de gk a 3 horas. C) Expresión 
relativa de gk a 9 horas. Los resultados están normalizados respecto al gen de referencia b-
actina y los resultados fueron expresados como el promedio ± SEM (n=6). Con un análisis 
estadístico ANOVA de una vía y un posterior test de Dunnett (*p < 0.05). 
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Figura 13.- Expresión de g6pasa a distintas horas en músculo esquelético de trucha 
arcoíris mediante qPCR. 
A) Expresión relativa de g6pasa a 1 hora. B) Expresión relativa de g6pasa a 3 horas. C) 
Expresión relativa de g6pasa a 9 horas. Los resultados están normalizados respecto al gen de 
referencia fau y los resultados fueron expresados como el promedio ± SEM (n=6). Con un 
análisis estadístico ANOVA de una vía y un posterior test de Dunnett (*p < 0.05, **p < 0.01, 
***p < 0.001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14.-  Expresión de g6pasa a distintas horas en hígado de trucha arcoíris 
mediante qPCR. 
A) Expresión relativa de g6pasa a 1 hora. B) Expresión relativa de g6pasa a 3 horas. C) 
Expresión relativa de g6pasa a 9 horas. Los resultados están normalizados respecto al gen de 
referencia b-actina y los resultados fueron expresados como el promedio ± SEM (n=6). Con 
un análisis estadístico ANOVA de una vía y un posterior test de Dunnett (*p < 0.05). 
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Figura 15.- Expresión de pepck a distintas horas en músculo esquelético de trucha 
arcoíris mediante qPCR. 
A) Expresión relativa de pepck a 1 hora. B) Expresión relativa de pepck a 3 horas. C) 
Expresión relativa de pepck a 9 horas. Los resultados están normalizados respecto al gen de 
referencia fau y los resultados fueron expresados como el promedio ± SEM (n=6). Con un 
análisis estadístico ANOVA de una vía y un posterior test de Dunnett (*p < 0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16.- Expresión de pepck a distintas horas en hígado de trucha arcoíris 
mediante qPCR. 
A) Expresión relativa de pepck a 1 hora. B) Expresión relativa de pepck a 3 horas. C) 
Expresión relativa de pepck a 9 horas. Los resultados están normalizados respecto al gen de 
referencia b-actina y los resultados fueron expresados como el promedio ± SEM (n=6). Con 
un análisis estadístico ANOVA de una vía y un posterior test de Dunnett (*p < 0.05). 
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7.- Discusión 
	
La vía no canónica del cortisol involucra el efecto rápido producido por la hormona en la 
membrana celular a partir de los receptores de corticosteroides que ahí se encuentren, y este 
mecanismo puede generar el aumento o la disminución de los niveles de transcritos que genes 
que se encuentren en la zona GRE del DNA. En este trabajo se emuló una condición de estres 
efectos iniciados en la membrana celular en grupos de truchas arcoíris juveniles a través de 
la administración exógena de cortisol-BSA, al contener BSA este se vuelve impermeable a 
la membrana plasmática. Paralelamente un segundo grupo de truchas arcoíris fueron 
estimulados con cortisol, un tercer grupo fue administrado con BSA, para discriminar si el 
efecto que se observa es por efecto de la proteína BSA y finalmente el grupo control, que es 
el grupo vehículo que contenía DMSO, PBS y NP40. Previamente estos peces se les 
administro metirapona, que es un inhibidor de la enzima encargada de la síntesis de cortisol, 
así se puede determinar que los efectos observados son por la administración exógena de 
cortisol y cortisol-BSA. 
 
7.1.- Caracterización de las secuencias de genes metabólicos de trucha arcoíris 
Las principales células y tejidos involucrados en el sistema de regulación fisiológica de la 
homeostasis de glucosa expresan la enzima glucoquinasa (GK) y  glucosa 6 fosfatasa 
(G6Pasa) (López Carmen et al. 2014). Así, dicha enzima se encuentra en los hepatocitos, 
las células α y β pancreáticas, las células entero-endocrinas de tipo L y K, las neuronas 
especializadas del hipotálamo, células musculares  y del tronco cerebral, así como en las 
células hipofisarias, constituyéndose de esta manera una red necesaria para el mantenimiento 
de la homeostasis de glucosa (López Carmen et al. 2014). En el hígado, su actividad regula 
el ritmo de acumulación de glucógeno y la producción de glucosa hepática y en el músculo 
esquelético se cree que cumple la misma función pero en menor grado que en el hígado 
(López Carmen et al. 2014).  
Se sabe que existen diferentes genes que pueden expresar diferentes isoformas de esta 
proteína, (Saez, 2015), por lo que se tuvo que identificar el transcriptoma disponible en el 
laboratorio cual era el gen que se expresa cuando el complejo cortisol-receptor se une a su 
sitio. 
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7.2.- Análisis de los receptores de corticosteroides en hígado y músculo esquelético. 
 
La regulación de la actividad de GR ha sido revisada para los mamíferos (Gehring, 1993; 
Schmidt & Meyer, 1994; Bamberger et al., 1996). Claramente, la sensibilidad de un tejido 
en particular a los corticosteroides se establecerá por el tipo y nivel de receptor expresado y 
también se verá afectada por la regulación por disminución o por la regulación de la expresión 
(Arriza et al., 1988). 
También han sugerido, para tejidos mamarios que co-expresan GR y MR, que MR puede 
funcionar como un GR de alta afinidad. Los GR, a su vez, solo pueden activarse a 
concentraciones mucho más altas de corticosteroides en circulación (Arriza et al., 1988). 
Los estudios con sistemas de peces han demostrado la autorregulación de GR, pero el 
mecanismo (s) exacto (s) generalmente no se entiende. En general, se observa una correlación 
inversa entre el nivel de cortisol en plasma y el número de GR en los tejidos de los peces. 
(Mommsen et al., 1999). Esto se ha demostrado claramente en el hígado mediante el estrés 
por confinamiento, que aumenta el cortisol plasmático, y las inyecciones o implantes que 
contienen cortisol o dexametasona (Pottinger, 1990). 
Sin embargo, en nuestro ensayo no se observó lo reportado en bibliografía lo que podría 
sugerir que el mecanismo de regulación no es necesariamente por los niveles de cortisol 
plasmático. 
La creciente evidencia sugiere que las hormonas esteroides, incluidos los 
glucocorticoides, ejercen efectos no genómicos. Para los mamíferos, esta área ha sido 
revisada (Wehling, 1997). La lista de hormonas y tejidos esteroides involucrados es 
extensa. Los efectos no genómicos de las hormonas esteroides son rápidos (de segundos a 
unos pocos minutos). Por ejemplo, los efectos de la dexametasona en el metabolismo del 
glucógeno alcanzan su máximo dentro de los 5 a 15 minutos de la exposición a este análogo. 
(Baqué et al., 1996). El caso de las acciones no genómicas de los glucocorticoides no está 
tan bien establecido, pero, una vez más, se está acumulando evidencia (Mommsen et al., 
1999). 
En nuestro ensayo vimos que la acción de la proteína BSA podría estar modulando la 
transcripción de gr1, gr2 y mr, por su interacción con componentes de la membrana 
plasmática. 
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El hígado y el músculo representan los órganos principales en términos de peso corporal 
y son tejidos relevantes para el metabolismo energético e intermedio (Vijayan et al. 2003). 
Esta expresión diferencial se ha observado en otros órganos como cerebro, riñón cefálico, 
branquias, entre otros bajo la administración prolongada de cortisol (Teles et al., 2012). Así 
como también se ha demostrado que estos receptores muestran diferencias en la sensibilidad 
al cortisol en los ensayos de transactivación y transrepresión (Bury & Sturm, 2007; Stolte 
et al., 2008). 
Lo que se concuerda con mr, ya que se observó una expresión diferencial a tiempos 
tempranos de exposición a cortisol (1 hora), que tendría una alta afinidad por cortisol y genera 
una transrepresión de este gen. 
Aun no existen reportes donde se relacione la proteína BSA con el aumento de los niveles 
de transcritos de los receptores de corticosteroides. Por lo que estos resultados abren una 
nueva interrogante respecto a cómo la unión de esta proteína a los receptores estarían 
generando una expresión diferencia de estos mismos. 
 
7.3.- Análisis de los niveles de transcrito de genes involucrados en glicolisis y 
gluconeogénesis en músculo esquelético e hígado de trucha arcoíris. 
 
Los glucocorticoides modulan el metabolismo hepático de la glucosa in vivo en mamíferos 
(Goldstein et al., 1992, 1993) y en hepatocitos aislados in vitro (Jones et al., 1993), 
generalmente estimulando la gluconeogénesis y aumentando el contenido de glucógeno 
hepático. Se han identificado un mecanismo clave por la cual los glucocorticoides estimulan 
la gluconeogénesis. Se trata de la inducción de la actividad de la fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa (PEPCK) por el aumento de la transcripción  (Granner et al., 1986). 
Lo que no concuerda con nuestro ensayo, ya que pepck mostro una disminución en sus 
niveles de transcrito y por ende una disminución de su nivel proteico. 
Los glucocorticoides desempeñan un papel clave en la respuesta de glucosa elevada que 
es crucial para hacer frente a la mayor demanda de energía asociada con el estrés (Mommsen 
et al., 1999; Vijayan et al., 1994). Se cree que mantener esta mayor producción de glucosa 
durante el estrés se debe a la gluconeogénesis hepática mediada por glucocorticoides 
(Vijayan et al., 1994, 1996, 1997; Mommsen et al., 1999). 
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Se ha evidenciado de que la respuesta a estrés disminuye la expresión de genes 
relacionados a glicolisis y aumenta la expresión de genes relacionados con la 
gluconeogénesis. (Mommsen et al., 1999).  
Sin embargo, el consenso para el hígado de peces es que el tratamiento con cortisol mejora 
significativamente la tasa de gluconeogénesis, a pesar de la ausencia intuitiva de cambios en 
la glucosa plasmática o incluso la disminución de la glucosa plasmática (Mommsen et al., 
1999).  
Esta conclusión se basa en la observación de que el tratamiento con cortisol aumenta 
significativamente las actividades de todas las enzimas gluconeogénicas clave, como, la 
glucosa 6-fosfatasa, fructosa 1,6-bifosfatasa y la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa. 
(Mommsen et al., 1999). Estas y otras enzimas controladas positivamente por los 
corticosteroides.  
Lo que nuestro ensayo arrojo fue que enzimas claves controladas por corticosteroide, 
como g6pasa y pepck, disminuyeron sus niveles de transcrito, porque lo que podría hacer un 
método de transrepresión aún no identificado. 
El aumento de las actividades de estas enzimas gluconeogénicas apoya el aumento de la 
capacidad hepática de la gluconeogénesis en los peces tratados con cortisol. El apoyo 
adicional proviene de experimentos en sistemas hepáticos aislados. Se observaron tasas 
significativamente mayores de gluconeogénesis del lactato en hepatocitos de anguila aislados 
(Renaud & Moon, 1980), en explantes de hígado de carpa (Janssens & Waterman, 1988), 
incubados con cortisol in vitro. 
 
	
	
8.- Conclusiones 
 
En base a los resultados se puede concluir que la vía no canónica de acción del cortisol 
podría estar modulando negativamente la transcripción de mr en músculo esquelético e 
hígado de trucha arcoíris 
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La vía no canónica de acción del cortisol podría estar modulando negativamente los 
niveles de transcrito de gk y g6pasa, en hígado y músculo esquelético, respectivamente 
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10.- Anexo 
	
	
ATGCCGTGTGTCAGCTCCTACACGGGCCAGATGGGGAAGATGCCTTGTAACCT
CAACTCTGTGCTAGAGACAGCCCTCATGGTGGAGCAGATTCTGTCGGAGTTCA
GGTTGAAGAAGGAGCAGTTGAAGGAGGTGATGAAGAGGATGATGAGGGAGAT
GGACCGGGGACTGCGGGTAGAGACGCACCAGGAGTCCAGCGTCAAAATGCTA
CCCACCTATGTCTACTCCACTCCTGAGGGATCAGAGGTGGGGGATTTCCTGGCC
CTGGACCTGGGGGGGACTAACTTCCGTGTGATGTTGGTGAAGGTGGGGGAGGA
TGAGGAGAGGGGGTGGAAGGTGGAGACCAAACACCAGATGTACTCCATCCCTG
AAGACGCAATGACAGGCACGGCTGAGATGCTCTTTGACTACATTGCAGAGTGT
ATATCGGACTTCCTGGACAGACACCACATCAAACACAGGAAGCTTCCTCTGGG
TTTCACCTTCTCCTTCCCTGTACGACATGAGGACATAGACAAGGGCATCCTACT
GAACTGGACCAAAGGGTTCAAGGCTTCTGGAGCCGAGGGTAACAACGTGGTGG
GACTACTGAGAGATGCCATCAAGAGGAGAGGGGACTTTGAGATGGACGTAGTT
GCCATGGTGAACGATACAGTTGCTACCATGATATCTTGCTACTATGAGGACCGC
AGCTGCGAAGTGGGAATGATTGTGGCTACGAGAAGTTGATCAGTGGGAAGTAC
ATGGGAGAGCTGGTGAGGGTGGTATTGTTGAAGCTGGTGAATGAAGAGCTGCT
GTTTAACGGGGAAGCCTCTGACCTGCTGAAGACTCGCGGCAGCTTTGAGACGC
GCTATGTCTCCCAGATAGAGAGTGACTCTGGTGACAGGAAGCAGATCTACAAC
ATCCTGTCCACGCTGGGCGTGTTGCCCTCGGAGATGGACTGTGACATAGTGCGT
CTGGCGTGTGAGAGCGTGTCCACGCGGGCAGCACATATGTGTGGAGCGGGGTT
AGCCGCCGTAATCAATCGCATGAGAGAACGCCGCAGCCAGGAGGTGCTGAAG
ATCACCGTGGGCGTTGACGGCTCCGTCTACAAACTCCACCCCTGTTTCCAAGAC
AGGTTCCACAAAGTTGTACGTGAGCTGACGCCTCACTGTGACATCACCTTCATC
CAATCAGAGGAAGGGAGTGGCCGGGGGGCAGCACTTATCTCTGCAGTAGCCTG
TAAGATGGCAGCGTGCATGCTGACACAGTGA 
 
Anexo figura 1. Secuencia nucleotídica (CDS) del gen gk. Los codones inicio y termino 
de la transcripción de color negrito y la secuencia donde se unen los partidores de color 
amarillo. 
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ATGGAGGCAGTCACGGATGCCTTTCAGGGCTATGGGGTGAGCACCACTAATTA
CCTCCAGACCAACTATAAGGATGCACAGGGTTTGTTCCTGTGGGTGTCCTGGGC
TGCTGACCTCAGGAACACCTTCTTCATCTTCTTCCCCCTCTGGTTCCACCTGCGG
GAGTCGGTGGGTATCAAACTCATCTGGGTGGCAGTGATCGGAGACTGGCTCAA
CCTGGTCTTCAAGTGGATTCTGTTTGGCGAGAGGCCGTATTGGTGGGTTCATGA
AACACCTTACTACAGCAATACCACTGCACCTCACATTGAACAATACCCCATGAC
CTGTGAGACTGGCCCAGGCAGTCCCTCTGGCCACGCTATGGGAGCCGCAAGCA
TCTACTACACACTGGTCACCTCCATCCTAGCCATCATGCTGACCAAGAAGAAGA
CGAGAGCTTCCACCAAGGGCATGTATCTGCGGGGCACTTTGTGGGCATTCTTCT
GGGCAGTCCAGGTGTGTGTCTGTCTCTCCAGAGTCTTCATTGCTGCCCACTTCC
CCCACCAAGTTGTCTGTGGAGTCATCACAGGTATTGTTGTGGCCGAGGCCTTCA
ACAGAACCCAGTGGATCTACGGAGCCAGTCTGAAGAAGTACTTCTACACCACC
GTTTTCCTGCTCTCCTTCGCTGTTGGCTTCTACGTGCTGCTGAAGGCTCTGGGCG
TGGACCTGCTGTGGACCCTGGAGAAAGCCCAGAAGTGGTGTGTGAGGGCTGAA
TGGGTCCACATGGACTCCACTCCCTTCGCCAGCCTCCTGCGCAACATGGGCACC
CTGTTTGGCCTGGGCCTGGGCGTGCACTCGCCCCTCTACACCGAGAGCAAGAA
GAACAGCAGCACCCCCTTCAGGGTGGGATGTATCGTTACCTCGCTGCTCCTGCT
GCACCTCTTTGACTCCTTCAAGCCCCCCACGCACACCGCCGCCCTCTTCTACCTT
CTGTCTTTCTGTAAGAGCGCCACTGTCCCCCTGGCAACCGTGAGCATCATCCCC
TACTGCATGTCAGGAGCATTGAGCAGCATACAGAGCAAGAAGCATCTGTGA 
 
Anexo figura 2. Secuencia nucleotídica (CDS) del gen g6pasa. Los codones inicio y 
termino de la transcripción de color negrito y la secuencia donde se unen los partidores de 
color amarillo. 
	
